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1. Bevezetés 
 
A központi idegrendszerben a neurotenzin (NT) neurotranszmitterként és 
neuromodulátorként fejti ki hatásait. Az NT rendszer hibás működését számos 
pszichiátriai és neurológiai kórképpel is kapcsolatba hozták, melyek között szerepel a 
skizofrénia, Parkinson-kór, hangulati zavarok és drogfüggőség. A ventralis tegmentalis 
area (VTA) és ventralis mesencephalon területén az NT pozitív megerősítő hatású, a 
nucleus  accumbensben (NAC) pedig helytanulást  moduláló hatását igazolták.  
A centrális amygdala (CeA) a limbikus rendszer részeként fontos szerepet játszik a 
jutalmazási folyamatokban, motivációban, tanulásban és a memória folyamatok 
szabályozásában. Irodalmi adatok szerint a CeA gazdag NT tartalmú idegvégződésekben 
és neurotenzin-1 receptorokban (NTS1), eddig azonban még nem vizsgálták az NT 
hatásait ebben a struktúrában. Kísérleteinkben  arra kerestünk választ, hogy a CeA-ba 
injektált NT befolyásolja-e a megerősítési-, tanulási- és memória-folyamatokat. 
Jelen dolgozat tárgya tehát a neuropeptid NT magatartási folyamatokra gyakorolt 
hatásainak vizsgálata a CeA területén patkányban. A neuropeptid pozitív megerősítéses 
folyamatokra gyakorolt hatását helypreferencia tesztben vizsgáltuk. A szorongási szint 
mérésére emelt keresztpalló tesztet alkalmaztunk. Morris-féle úsztatási tesztben 
vizsgáltuk az NT tértanulásban betöltött szerepét és passzív elhárító tesztben a memória 
konszolidációra és retencióra gyakorolt hatását. Open field tesztben pedig az állatok 
spontán motoros aktivitását befolyásoló szerepét tanulmányoztuk. Választ kerestünk arra 
is, hogy a magatartási folyamatok szabályozását mely receptorokon keresztül fejti ki, 
illetve hogy a dopaminerg rendszer modulálása révén magyarázhatók-e ezen komplex 
magatartási hatások. 
2. Célkitűzések: 
 
a.  A mezolimbikus dopamin (DA) rendszer eredési területére, a VTA-ba injektált 
NT pozitív megerősítő hatású. Célszerű megvizsgálnunk, hogy a DA-rendszer 
ezen végződési területére, az NTS1-ben gazdag CeA-ba mikroinjektált NT 
rendelkezik-e pozitív megerősítő hatással helypreferencia tesztben.  
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b. Pozitív megerősítő hatás esetén helypreferencia tesztben az állatok az apparátus 
egy adott térrészében több időt töltenek, mint máshol. Ez akár következménye is 
lehetne annak, hogy az adott anyag szorongást vált ki és az állatok keveset 
mozognak, az adott térrészben lekuporodnak. Ezért emelt keresztpalló tesztben 
megvizsgáljuk, hogy a CeA-ba mikroinjektált NT hatással van-e az állatok 
szorongására. 
c. Ismert, hogy az AMY szerepet játszik a tanulási folyamatok szabályozásában, 
leírták továbbá azt is, hogy más agystruktúrában a neurotenzinerg rendszer 
blokkolása helytanulási nehézséget okoz. Ezért megvizsgáljuk a CeA-ba 
mikroinjektált NT hatását Morris-féle úsztatási tesztben, továbbá választ 
keresünk arra, hogy az NTS1 szerepet játszik-e ezen hatás közvetítésében. 
d. Az AMY-nak fontos szerepet tulajdonítanak a félelem-kondicionált tanulás 
kialakításában. Más agystruktúrákba injektálva már bizonyították, hogy az NT 
fokozza a memória kialakulását passzív elhárító paradigmában. Ezért a CeA-ba 
mikroinjektált NT hatását passzív elhárító tesztben is megvizsgáljuk, továbbá 
választ keresünk arra, hogy a NTS1 szerepet játszik-e ezen hatás közvetítésében. 
e.  Számos bizonyíték van arra vonatkozólag, hogy az NT kapcsolatban áll a DA 
rendszerrel mind anatómiai, mind funkcionális szempontból. Továbbá a 
mezolimbikus-mezokortikális DA rendszerről - melynek jelentős része az AMY-
ban végződik - ismert, hogy kulcsfontosságú a tanulási és megerősítési 
folyamatok szabályozásában. Ebből kiindulva azt feltételezzük, hogy az NT ezen 
DA pályarendszer modulálásával fejti ki helytanulást, memóriát és 
helypreferenciát fokozó hatását. Mindezért helypreferencia tesztben, Morris-
féle úsztatási tesztben és passzív elhárító szituációban is vizsgáljuk az NT-DA 
interakció hatását, olymódon, hogy DA D2 antagonista előkezelést alkalmazunk 
az NT beadása előtt. 
f. Választ keresünk továbbá arra a kérdésre is, hogy az NT fent említett magatartási 
folyamatok szabályozásában betöltött szerepében az NT esetleges motoros 
aktivitást moduláló hatása befolyásoló szereppel bír-e. Ezért open field tesztben 
is megvizsgáljuk az NT, illetve az NTS1 antagonista és a DA D2 antagonista  
spontán motoros aktivitásra kifejtett hatását. 
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3. Anyagok és módszerek: 
 
3.1. Kísérleti állatok: 
 
Kísérleteinkben 440 hím Wistar patkányt használtunk, melyek testsúlya 280-300 g volt. 
Az állatokat klimatizált állatházban tarottuk (a hőmérséklet 22 ± 2 °C, a relatív 
páratartalom 65-70 %-os volt.) A természetes napszaknak megfelelő mesterséges 
megvilágítást alkalmaztunk, 12 óra sötét és 12 óra világos periódust biztosítottunk. A 
kísérleteket reggel 8 órakor kezdtük. Az állatok standard laboratóriumi tápot (Charles 
River Magyarország Kft., Budapest) és csapvizet ad libitum fogyaszthattak, kivéve a 
tesztek ideje alatt. Az állatok tartásánál és a kísérletek során az állatetikai kódex 
szabályait betartva jártunk el (European Community Council Directive - 1986. November 
24. 86-609-EEC). 
 
3.2. Műtétek: 
 
A műtéteket altatásban végeztük, ehhez ketamin (80mg/testtömeg kg, Calypsol Richter 
Gedeon) és diazepam (20mg/testtömeg kg, Seduxen Richter Gedeon) keverékét 
használtuk, melyet i.p. alkalmaztunk. Sztereotaxikus technikával végzett műtét során 
rozsdamentes fém vezetőkanülöket vezettünk be a CeA fölé bilaterálisan. A kanülök 
átmérője 22 gauge volt és belső vége 1 mm-rel a célzott struktúra fölött helyezkedett el. 
A célzott terület koordinátáit Paxinos és Watson atlasza szerint határoztuk meg. A kanül 
végének koordinátái a következők voltak DV: -6,5 mm a durához képest, AP: -2,3 mm, 
L: ± 4,1 mm a bregmához viszonyítva. A vezető kanülöket a koponyacsontba erősített 
csavarok segítségével fogászati akriláttal rögzítettük. A krónikusan beépítetett vezető 
kanülökbe 27 gague átmérőjű mandrinokat helyeztünk az eltömődés és a következményes 
anyagbeadás meghiúsulásának megelőzésére. Az állatokat kézhez szoktattuk és a 
kísérleteket 6 napos posztoperatív periódus után kezdtük meg, amikorra az állatok 
visszanyerték a műtét előtti testsúlyukat.  
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3.3. Anyagbeadás: 
 
Kísérleteinkhez NT-t (Sigma-Aldrich Co.: N 3010, moláris tömeg 1830,72 g/mol), 
alkalmaztunk két különböző dózisban: 100 ng (54,6 pmol) és 250 ng (136, 5 pmol). Az 
NT-t 0,01 M Na-acetátot és 0,01 M foszfát puffert tartalmazó fiziológiás sóoldatban 
(NaCl) oldottuk fel, melynek pH-ja 7,4 volt. A kontroll állatok ezt a vivőanyagot kapták 
(Veh1), az NT mikroinjekciókkal azonos térfogatban. A nem-peptid típusú NTS1 
antagonista – SR 48692 (Sanofi, moláris tömeg 586 g/mol) 35 ng (60 pmol) dózisát 
alkalmaztuk. Az antagonistát 2% dimetil-szulfoxidot (DMSO) és 0,01 M foszfát puffert 
tartalmazó fiziológiás sóoldatban oldottuk fel, melynek pH-ja 7,4 volt. Ezt az oldatot, 
(Veh2) injektáltuk a megfelelő kontroll csoport állatainak az antagonista injekciókkal 
azonos térfogatban. Az oldatokat tartalmazó csöveket a kísérlet során végig + 4 °C-on 
tartottuk. Az anyagokat minden esetben bilaterálisan 0,4-0,4 µl térfogatban injektáltuk. 
Az NT-vel végzett kísérleteink során a következő csoportokat alakítottuk ki: 100 ng NT: 
100 ng NT-t kapott állatok, 250 ng NT: 250 ng NT-t kapott állatok, Kontroll: Veh1-et 
kapott állatok. Az NTS1 antagonistával végzett kísérletek során a következő négy 
csoportba osztottuk a patkányokat: ANT: 35 ng NTS1 antagonista + Veh1 kezelt állatok, 
ANT+NT: 35 ng antagonista előkezelés után 100 ng NT kezelésben részesült állatok. 100 
ng NT: Veh2 előkezelés után 100 ng NT kapott állatok. Kontroll: kontroll állatok, melyek 
két vehiculum injekciót kaptak (Veh1 és Veh2). Az antagonista vagy a Veh2 beadás 
mindig 15 perccel az NT vagy Veh1 beadás előtt történt. A dózisok minden esetben az 
egyik oldalra történt mikroinjekciók dózisát jelentik, az állatok tehát összesen mindig az 
említett dózis kétszeresét kapták. A DA D2 antagonistával végzett kísérleteink során 
Sulpiridet (Sigma-Aldrich Co.: S7771(S), moláris tömeg 341,43 g/mol) alkalmaztunk 5 
µg (14,6 nmol) dózisban. A Sulpiridet 0,1 M HCl-ben oldottuk és desztillált vízzel a 
kívánt koncentrációra hígítottuk úgy, hogy a pH-t 0,1 M NaOH-val 7,4-re állítottuk be. 
Ezt az oldatot, (Veh3) injektáltuk a megfelelő kontroll csoport állatainak az antagonista 
injekciókkal azonos térfogatban. Az anyagbeadás során a beépített vezető kanülökből 
eltávolítottuk a dugóként funkcionáló mandrinokat, majd bevezettük a beadó kanült 
(külső átmérő 27 gauge, 0,4 mm), mely 1 mm-el túlnyúlt a vezető kanülön, elérve a CeA-
t, lehetővé téve ezzel a tizedmilliméter-pontos anyagbeadást. A beadó kanült polietilén 
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csövön keresztül 10 µl-es Hamilton fecskendőhöz speciálisan csatlakoztattuk, mely az 
oldott anyagokat tartalmazta. A fecskendőt Cole-Parmer automata pumpa (Cole-Parmer, 
IITC, Life Sci. Instruments, California) működtette, mely segítségével 1 percen keresztül 
folyamatosan, egyenletes tempóban juttatta az anyagot bilaterális mikroinjekciók 
formájában a célterületre. A beadást követően további 1 percig bent tartottuk a kanült a 
beadott anyag visszafolyásának megelőzése érdekében, majd eltávolítás után ismét 
mandrinnal zártuk a kanülöket. Az egész műveletet kézben tartott, éber állatokon 
végeztük. 
 
3.4. Magatartási tesztek: 
 
3.4.1. Helypreferencia  teszt: 
 
A helypreferencia teszt kémiai anyagok jutalmazó-megerősítő hatásának vizsgálatára 
szolgál [43]. A teszteléséhez egy 85 cm átmérőjű, 40 cm magas falú, henger alakú kádat 
használtunk (kör alakú ‘open field’ doboz). A sötétszürke apparátus alján lévő vonalak 
azt négy egyenlő nagyságú kvadránsra osztották. Az állatok térbeli orientációját külső 
vizuális “jelek”, ún. “cue”-k segítették, amelyek az egész kísérletsorozat során konstans 
pozícióban voltak. Helypreferencia tesztjeink során az apparátust 40 W-os izzóval 
világítottuk meg. A dobozt minden egyes kísérlet után kimostuk és megszárítottuk.  
A helypreferencia tesztet négy egymást követő napon végeztük. A kísérlet első napján az 
állatokat habituáltuk, minden állatot konstans pozícióban az apparatus közepére 
helyeztünk. Ezt követően 15 percen (900 s) keresztül szabadon mozoghattak az egész 
apparatus területén. Mértük a patkányok által megtett utat és az egyes kvadránsokban 
töltött időt másodperc pontossággal. A vizsgálat második és harmadik napján történt az 
állatok kondicionálása. Az anyagbeadást követően az állatot a kezelő kvadránsba 
helyeztük. A kezelő kvadráns az apparátus kör alakú térrészének egyik, átlátszó 
plexiüveggel speciálisan elrekesztett negyede. Minden egyes állatnak az apparátus egy 
olyan negyedét jelöltük ki kezelő kvadránsnak, ahol habituáció során nem a legtöbb, de 
nem is a legkevesebb időt töltötte. A kezelő kvadránsok megoszlása kiegyenlített volt az 
egyes csoportokon belül, az állatokat a különböző kezelési csoportokba véletlenszerűen 
soroltuk be. A patkányok 15 percen keresztül tartózkodtak a kezelő kvadránsban, ezalatt 
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társíthatták a beadott szer által kiváltott hatást a helyhez. Az állatok mindvégig láthatták a 
külső vizuális jeleket, melyek alapján tájékozódhattak.  
Teszt során – a negyedik napon eltávolítottuk a plexi térelválasztót, majd a patkányokat 
anyagbeadás nélkül az apparatus közepére helyeztük konstans pozícióban. Ezt követően 
15 percen keresztül szabadon mozoghattak az egész apparatus területén. A 
helypreferencia kiépülésének az volt a kritériuma, hogy az állatoknak szignifikánsan több 
időt kellett tölteniük a kezelő kvadránsban a teszt alatt, mint a habituáció során. 
 
3.4.2. Emelt keresztpalló teszt (Elevated plus-maze): 
 
Az emelt keresztpalló tesztet egyes anyagok anxiogén vagy anxiolitikus hatásának 
kimutatására használják [17]. A kísérleti berendezés egymással szemben elhelyezkedő 
két nyitott (50x12 cm) és két zárt (50x12x40 cm) karból állt, melyek egy  méterrel a talaj 
fölött kereszt alakban helyezkedtek el. A mikroinjekciót követően a kísérleti állatot az 
apparátus közepére helyeztük, orral az egyik zárt kar irányába. Ezután 5 percig (300 s) 
figyeltük az állatok mozgását és viselkedését.  Mértük a zárt karokon, a nyitott karokon 
és a nyitott karok végein eltöltött időt, valamint a zárt karokra, a nyitott karokra és a 
nyitott karok végeire történő belépések számát. 
 
3.4.3. Morris-féle úsztatási teszt (Morris water maze): 
 
Kísérleteinkhez egy 150 cm átmérőjű, kör alakú medencét használtunk, melyet vízzel 
töltöttünk meg. A vizet színtelen, szagtalan ételfestékkel festettük meg és egy 10x10 cm 
alapterületű platformot helyeztünk el a medencében úgy, hogy annak felszíne a víz 
szintje alatt 2 cm-el helyezkedjen el, és ezáltal a patkányok azt ne láthassák. A medence 
körül jól látható, a tájékozódást segítő tárgyakat helyeztünk el (cue-k). Kísérletünket egy 
nappal megelőzően az állatokat habituáltuk az úsztatási teszthez, ami abból állt, hogy 90 
s-ig úsztak a platform nélküli apparátusban. A kísérlet során az állatokat minden esetben 
a medence fala mellé, fejjel a fal felé helyeztük be az apparátusba, innen úsztak a fix 
helyzetű platformra. A starthelyet ülésenként változtattuk. A patkányok addig maradtak a 
medencében amíg a platformot meg nem találták. Amennyiben valamelyik állatnak ez 
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három perc (180 s) alatt nem sikerült, azt a kísérletvezető helyezte a platformra. 
Másodperces pontossággal mértük a céltalálási latenciát (azaz, hogy mennyi idő alatt 
találják meg a biztonságos, fix helyzetű platformot). Első nap kétszer úsztak az állatok, 
majd ezután történtek a mikroinjekciók a CeA-ba. Második nap is kétszer úsztattuk a 
patkányokat, az első naphoz hasonlóan és ezúttal is mértük a céltalálási latenciákat. 
 
3.4.4. Passzív elhárító teszt: 
 
Kísérleteinket két kompartmentes passzív elhárító apparátusban végeztük. A kísérleti 
berendezés egy nagyobb (60x60x60 cm), világosszürkére festett falú, jól megvilágított 
(100 W-os izzó) és egy hozzá csatlakozó kisebb (15x15x15 cm) fedett, sötét dobozból 
állt. A kisebb doboz teteje levehető volt és aljára sokkoló rácsot építettünk. A két dobozt 
egy csapóajtó választotta el. Az apparátust minden egyes ülést követően kimostuk és 
megszárítottuk. A passzív elhárító tanulási teszt 8 napig tartott, habituáció, kondicionálás 
és teszt ülésekből állt. Az egyes ülések maximum 3 percig tartottak. A habituáció során 
az állatokat a jól megvilágított doboz közepére helyeztük, ezt követően szabadon 
mozoghattak az egész apparátus területén. A kondicionálás során (második nap) az 
állatokat újra a világos doboz közepére helyeztük és mértük azt az időt másodpercben 
ami a sötét dobozba való belépésükig telt el (latencia idő). Miután az állatok a sötét 
dobozba léptek a guillotine ajtót bezártuk. A kondicionálás gyenge sokkal (0,4 mA) 
történt, amit háromszor 1 s-ig végeztük. Az anyagokat a sokk után, a patkányokat a 
dobozból kivéve injektáltuk a CeA-ba. A kondicionálás után 24 órával, valamint 1 héttel 
később végeztünk teszteket (teszt 1, 2). Az állatokat ismét a világos doboz közepére 
helyeztük és ezúttal is mértük a sötét (sokkoló) dobozba lépés latencia idejét. Ha az állat 
a 3 perces perióduson belül nem lépett be a sötét dobozba, az ülést befejeztük, és a 
belépési latenciát 180 s-nak értékeltük.  
 
3.4.5. Open field teszt: 
 
A kétoldali mikroinjekciókat követően a patkányokat egy 60x60x60 cm-es dobozba 
helyeztük. A doboz alját 16 egyenlő méretű négyzetre osztottuk. Öt percen keresztül 
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figyeltük és a doboz fölé erősített videókamerával rögzítettük az állatok viselkedését. 
Mértük a megtett távolságot és a keresztezések számát. 
  
3.5. Adatok kiértékelése: 
 
3.5.1. Szövettan: 
 
A kísérletek befejezését követően Calypsol és Seduxen 4:1 arányú keverékével az 
állatokat elaltattuk, és először fiziológiás sóoldattal, majd ezt követően 10%-os 
formaldehid oldattal transzkardiálisan perfundáltuk. Az eltávolított és fixált agyakból 1 
hét múlva mikrotommal 40 µm vastagságú metszeteket készítettünk, melyeket krezil 
ibolyával festettünk meg. Az értékelés fénymikroszkóppal történt, a Paxinos és Watson-
féle sztereotaxikus atlasz segítségével rekonstruáltuk a kanülök valós helyét [46]. A 
statisztikai analízisből kizártuk azon állatokat, amelyek esetében a kanül nem a 
célterületen volt. 
 
3.5.2. Statisztika: 
 
A kísérleti eredményeket egy-szempontos és két-szempontos varianciaanalízissel 
(ANOVA GraphPad InStat for Windows 3.0) dolgoztuk fel. Szignifikáns különbség 
esetén, ‘post hoc’ Tukey tesztet  végeztünk az eredmények további analízisére. A 
szignifikancia szintet p<0,05-nek tekintettük, a szignifikáns értékeket a grafikonokon 
csillaggal és kettős kereszttel jelöltük. 
 
4. Eredmények 
4.1. Helypreferencia teszt 
 
Kimutattuk, hogy a CeA-ba mikroinjektált NT pozitív megerősítő hatású. Azon 
patkányok ugyanis, melyek 100 ng NT vagy 250 ng NT kezelésben részesültek 
szignifikánsan több időt töltöttek teszt során a kezelő kvadráns területén. Az NT pozitív 
megerősítő hatása NTS1 specifikus, mivel NTS1 antagonista előkezelés ezt kivédte. A 
pozitív mgerősítő hatás hátterében az NT DA-rendszert moduláló hatása állhat, mivel a 
DA D2 antagonista előkezelés felfüggesztette ezt a hatást. 
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4.2. Emelt kersztpalló teszt 
 
Emelt keresztpalló tesztben az NT szorongásra kifejtett hatását vizsgáltuk. Az 
állatokat 100 ng NT vagy 250 ng NT vagy vehiculum mikroinjekcióját követően 
teszteltük. Mértük a nyitott karokon és a nyitott karok végein töltött időt és a nyitott 
karokra történő kilépések számát, egyik paraméterben sem találtunk statisztikai eltérését 
a vizsgált csoportok között. Igazoltuk tehát, hogy a CeA-ba injektált 100 ng NT és 250 ng 
NT nem befolyásolja a szorongást emelt keresztpalló tesztben. 
 
4.3. Morris-féle úsztatási teszt 
 
Morris-féle úsztatási tesztben vizsgáltuk az NT helytanulásra gyakorolt hatását. 
Kimutattuk, hogy a 100 ng NT- és 250 ng NT kezelésben részesült állatok szignifikánsan 
rövidebb idő alatt megtalálták a biztonságos platformot, mint a kontroll csoport tagjai. 
Adataink továbbá azt is igazolták, hogy a 100 ng NT kezelt állatok szignifikánsan jobban 
teljesítettek, mint az NTS1 antagonista előkezelés után NT-nel kezelt állatok, vagy az 
NTS1 antagonista kezelésben részesült csoport tagjai. Elsőként mutattuk ki, hogy a CeA-
ba mikroinjektált NT fokozza a helytanulást és ez a hatás NTS1 specifikus, mert NTS1 
antagonista előkezeléssel kivédhető. DA D2 antagonistával végzett kísérleteink azt 
mutatták, hogy az NT tanulást fokozó hatása valószínűleg a DA rendszer modulálása 
révén jön létre, mert DA D2 antagonista előkezelés hatására a céltalálási latencia 
szignifikánsan magasabb, mint a 100 ng NT-nel kezelt csoport esetén.  
 
4.4. Passzív elhárító teszt 
 
A CeA-ba adott NT tanulást facilitáló hatásúnak bizonyult. A 100 ng NT 
szignifikánsan megnövelte a latencia időt, amely jelzi, hogy ezek az állatok jobban 
tanultak. Ez a hatás NTS1 specifikus, mert NTS1 antagonista előkezelés kivédte. 
Másrészről azonban a 250 ng NT kezelésben részesült állatok csak tendenciát mutattak a 
tanulásra. A DA rendszer szerepet játszhat az NT passzív tanulást fokozó hatásában, mert 
DA D2 antagonista előkezelés ezt a hatást kivédte.  
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4.5. Open field teszt 
 
Open field tesztben vizsgáltuk az állatok spontán motoros aktivitását a bilateralis 
mikronjekciókat követően. A következő csoportokat vizsgáltuk: 100 ng NT-, 250 ng NT-, 
NTS1 antagonista-,  NTS1 antagonista + NT, DA D2 antagonista-, DA D2 
antagonista+NT kezelésben részesült állatok. Minden csoportnál a mikroinjekciót követő 
alapaktivitást hasonlítottuk össze az előző napi alapaktivitással. Mértük a megtett 
távolságot és a keresztezések számát. A mért paramétereket illetően nem találtunk 
szignifikáns eltérést az egyes csoportok közt.  
 
5. DISZKUSSZIÓ 
 
5.1. Helypreferencia teszt 
 
Kísérleti adataink azt igazolják, hogy a CeA-ba mikroinjektált NT pozitív megerősítő 
hatású. Ezen eredmények összevethetők az irodalomban talált adatokkal. A ventralis 
mesencephalon egyes területeire, többek között a VTA-ba juttatott NT pozitív megerősítő 
hatású helypreferencia tesztben. [13,36]. Kémiai öningerléses kísérletekben is 
bizonyították a ventralis tegmentalis area-ba öninjektált NT megerősítő hatását [12].  
  A CeA, a limbikus rendszer részeként fontos szerepet játszik a memória 
folyamatok szabályozásában [28] és a megerősítésben [22,25] és ismert, hogy ezen 
struktúra viszonylag gazdag NTS1-okban [6,9,31,45]. Irodalmi adatok szerint a CeA-ba 
jutatott NT befolyásolja az idegsejtek működését. In vitro kísérleti eredmények azt 
bizonyították, hogy a vizsgált CeA neuronok 60 %-ának szignifikánsan nőtt a tüzelési 
frekvenciája NT hatására, míg 9 %-uknak csökkent [26].  Saját elektrofiziológiai 
kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy altatott patkányok CeA-jába elektroforetikusan 
vagy mikronyomással bejuttatott NT bizonyos neuronokból excitatórikus más 
neuronokból inhibitorikus választ vált ki. A fenti eredmények fényében nyílvánvaló, 
hogy a CeA-ba juttatott NT befolyásolja a CeA neuronhálózataink aktivitását.  
Ismert, hogy az NT legnagyobb affinitással az NTS1-okhoz kötődik. [24,45]. 
Kísérleteinkben ezért szelektív, non-peptid NTS1 antagonista SR 48692-t használtunk, 
 12
amelyről korábban már kimutatták, hogy képes gátolni az NT hatására létrejövő 
viselkedési hatásokat [40].  Eredményeink azt mutatják, hogy az NTS1-k fontos szerepet 
játszanak a helypreferencia kialakulásában, mert az NTS1 antagonista előkezelés kivédi 
ezt a hatást. A kémiailag stabil NTS1 antagonista SR 48692-t 15 perccel az NT kezelés 
előtt alkalmaztuk, hogy elég ideje legyen az NTS1-okhoz kötődnie.  
Bizonyos neuropeptidekről, mint például a substance P-ről és az NT-ről is azt 
feltételezik, hogy pozitív megerősítő hatásának hátterében a mezolimbikus DA rendszer 
modulálása állhat [21]. A neurotenzinerg és a dopaminerg rendszerek közötti 
kölcsönhatást már különböző szinteken bizonyították. Biokémiai és elktrofiziológiai 
adatok igazolják, hogy a VTA vagy a substancia nigra DA sejtjeinek aktivitását 
megváltoztatja az NT, továbbá faciltálja az endogén DA felszabadulást a striatumban, a 
NAC-ban és a prefrontalis kéregben. [16,27,35].  Számos elektrofiziológiai 
tanulmányban publikálták, hogy az NT fokozza a dopaminerg idegsejtek működését in 
vivo és in vitro. Leírták, hogy az NT stimulálja a dopaminerg neuronok tüzelési 
frekvenciáját a substantia nigraban, a VTA-ban és a frontalis kéreg pyramis sejtjein. 
[19,34,38]. Továbbá kimutatták az NT és a DA ko-lokalizációját, sőt azt is, hogy 
bizonyos idegsejteknél ugynazon vezikulumokban található meg az NT és a DA is [4,5]. 
Feltevéseink szerint a CeA-ba mikroinjektált NT pozitív megerősítő hatását a 
mezolimbikus DA rendszer modulálása révén fejti ki. Kísérleteinkben a DA D2 
antagonista előkezelés kivédte az NT pozitív megerősítő hatását. 
 
5.2. Emelt keresztpalló teszt 
 
Az emelt keresztpalló tesztet két fő ok miatt végeztük el: egyrészt a CeA a limbikus 
rendszer részeként fontos szerepet játszik a félelemhez társuló magatartás 
szabályozásában és tudjuk azt is, hogy a CeA viszonylag gazdag NTS1-okban. Szerettük 
volna tehát megvizsgálni, hogy a CeA-ba injektált NT hatást gyakorol-e az anxietasra. 
Másrészről pedig felmerülhet, hogy helypreferencia teszt során az állatok esetleg azért 
töltöttek több időt a kezelő kvadránsban, mert az NT hatására szorongtak. Adataink azt 
támasztják alá, hogy a CeA-ba injektált NT se nem anxiolitikus, se nem anxiogén. Ebből 
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az a következtetés vonható le, hogy az állatok nem azért töltöttek több időt a kezelő 
kvadránsban helypreferencia teszt során, mert szorongtak. 
 
5.3. Morris water maze test 
 
A Morris-féle úsztatási tesztet széles körben alkalmazzák a helytanulási folyamatok 
vizsgálatára. Kísérleti apparátusunk mérete és a kísérlet paraméterei megfeleltek a Morris 
által használt és publikált feltételeknek [29]. Vizsgálataink során az állatokat kétszer 
úsztattuk két napon keresztül. A Morris-féle úsztatási teszt irodalmában széles skáláját 
találjuk a teszt során végzett úsztatások számának és ezen belül is az egy napon lévő 
ülések számának [1,7,23,30]. Általában elmondhatjuk, hogy a tanulási deficit mérésére 
több napon keresztül végzett, magas úsztatási szám alkalmas, míg az esetleges tanulást, 
memóriát fokozó hatás vizsgálatakor viszonylag kevés ülést alkalmaznak [30,42]. Az 
anyagbeadásokat az úsztatások után végeztük, mivel leírták, hogy a memória 
konszolidáció ekkor történik [18]. További előnye az úsztatás utáni anyagbeadásnak az, 
hogy ily módon kizárható, hogy a helytanulás kiépülésében nem-specifikus folyamatok is 
szerepet játszhassanak, így például az adott anyag hatása a szorongásra, fájdalomra vagy 
az állatok aktivitására. Tudomásunk szerint a CeA-ba injektált NT helytanulásra kifejtett 
hatását még nem vizsgálták. A kísérleteinkben alkalmazott 100 ng NT és 250 ng NT 
szignifikánsan csökkentette a céltalálási latenciát, azaz fokozta a helytanulást. Számos 
tanulmány bizonyította már az NT tanulásban és megerősítésben betöltött szerepét 
[13,36,37,41]. Tudomásunk szerint elsőként mutattuk ki, hogy az intraamygdaloid NT 
fokozza a helytanulást és a memóriát. Kísérleteinket ezúttal is Noldus EthoVision 
programmal értékeltük ki és azt kaptuk, hogy az egyes csoportok között nem volt 
szignifikáns különbség, sem az úszási sebességekben, sem habituáció során a leúszott 
távolságokban. Eredményeink tehát nem magyarázhatók az állatok közötti motoros 
aktivitási különbségekkel. Kísérleteinkben szelektív non-peptid NTS1 antagonista, SR 
48692-t használtuk, amiről ismert, hogy képes blokkolni számos NT által indukált hatást 
[14,32,33]. Irodalmi adatok szerint a nucleus accumbens-be injektált SR 48692 gátolta a 
helytanulási- és memória-folyamatokat [41]. Az általunk használt dózisú NTS1 
antagonista önmagában nem befolyásolta a helytanulást. Eredményeink szerint az NT 
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helytanulást fokozó hatása NTS1 specifikus, mert szelektív NTS1 antagonistával ez a 
hatás kivédhető. Az NT tanulást-, memóriát fokozó hatását valószínüleg a DA-rendszer 
modulálása révén fejti ki. Vizsgálati eredményeink ugyanis azt mutatják, hogy DA D2 
antagonista előkezelés ezt a hatást kivédi. A pontos mechanizmus feltérképezéséhez 
további vizsgálatok szükségesek. 
 
5.4. Passzív elhárító teszt 
 
Kísérleti eredményeink azt mutatják, hogy az NT tanulást fokozó hatású passzív elhárító 
tesztben. A patkányok természetüknél fogva szeretik a sötét, zárt helyeket, a büntetés 
lényege pedig abban áll, hogy ha az állatok bemennek a kis, sötét, zárt dobozba, akkor 
elektromos sokkot alkalmazunk kondicionálás során, amely fájdalmat okoz a 
patkányoknak. Korábban már igazolták az NT szerepét a fájdalom transzmisszióban [8]. 
Ezek alapján feltételezhető lenne, hogy az NT nem a memória konszolidációra és 
retencióra hat, hanem esetleg a fájdalom-transzmisszió modulálása révén növeli a 
belépési latenciát. Ennek elkerülésére az NT-t minden esetben az elektromos sokk 
alkalmazása után injektáltuk. Kísérleteinkben a 100 ng NT szignifikánsan növelte a 
belépési latenciát, a 250 ng NT-t kapott állatok pedig tendenciát mutattak a tanulásra, de 
ez a hatás nem érte el a szignifikancia szintet. Irodalmi adatok szerint az NT harang alakú 
dózis-hatás görbét mutathat [39]. Ezen mechanizmus hátterében több dolog is állhat: 
egyrészről az internalizálódott receptorok intracelluláris degradációja [15,44], másrészről 
pedig bizonyították az NTS1 gyors deszenzitizációját és down regulációját [2,10]. 
Kísérleti eredményeink azt mutatják, hogy az NT passzív elhárító tanulást fokozó hatása 
NTS1 specifikus, mert NTS1 előkezelés ezt a hatást kivédte. Feltételezzük továbbá, hogy 
az NT memóriát fokozó hatását a mezolimbikus DA rendszer modulálása révén fejti ki, 
mivel DA D2 antagonista előkezelés felfüggesztette az NT tanulást fokozó hatását.  
 
5.5. Open field teszt 
 
Az Open field teszt az általános motoros aktivitás vizsgálatára alkalmas paradigma. A 
CeA-ba mikroinjektált NT hatása az állatok motoros aktivitására számunkra több 
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szempontból is fontos volt. Helypreferencia tesztben kimutattuk, hogy az NT pozitív 
megerősítő hatású, azaz az állatok több időt tartózkodnak egy adott térrészben. Ez esetleg 
magyarázható lenne az állatok hypoaktivitásával. Az NT motoros aktivitásra gyakorolt 
hatása befolyásolhatná a passzív elhárító tesztben és a Morris-féle úsztatási tesztben mért 
tanulási latencia időket. Az irodalmi adatok nem egységesek az NT motoros aktivitásra 
gyakorolt hatásával kapcsolatos eredményeket illetően. A VTA-ba injektált NT fokozza a 
spontán motoros aktivitást [20], a NAC-ban azonban lecsökkenti az amphetamin hatására 
létrejövő hyperaktivitást, illetve az önmagában adott NT ebben a struktúrában lecsökkenti 
az állatok open field aktivitását [3,11]. Kísérleteinkben a CeA-ba injektált 100 ng NT és 
250 ng NT nem befolyásolta a spontán lokomotoros aktivitást és más magatartási 
hatásokat sem, mint pl. az “ágaskodást” (rearing), “mosakodást” (grooming).  
 
6. Eredményeink összefoglalása 
 
1., A CeA-ba mikroinjektált 100 ng NT és 250 ng NT pozitív megerősítő hatású 
kondicionált helypreferencia tesztben, ez a hatás NTS1 specifikus, mivel NTS1 
antagonistával kivédhető. 
 
2., Az NT pozitív megerősítő hatása kivédhető DA D2 receptor antagonista 
előkezeléssel. 
 
3., Emelt keresztpalló tesztben igazoltuk, hogy a CeA-ba injektált 100 ng NT és 
250 ng NT nem befolyásolja a szorongást, azaz nincs anxiolitikus vagy anxiogén 
hatása. Ez az eredmény alátámasztja az NT pozitív megerősítő hatását, amelyet 
helypreferencia tesztben mutattunk ki, azaz az állatok nem azért töltöttek több 
időt az apparatus egyes részeiben, mert szorongtak. 
 
4., Morris-féle úsztatási tesztben igazoltuk, hogy az NT részt vesz a helytanulási 
folyamatok szabályozásában és ez a hatás NTS1 specifikus. 
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5., Igazoltuk, hogy a helytanulást facilitáló hatás DA D2 receptor antagonista 
előkezeléssel kivédhető. 
 
6., Passzív elhárító tesztben kimutattuk, hogy neurotenzinerg folyamatok részt 
vesznek a büntetéses tanulás- és a memóriafolyamatok szabályozásában és ez a 
hatás NTS1 antagonistával felfüggeszthető. 
 
7., Igazoltuk, hogy az NT memóriafolyamatok szabályozására gyakorolt pozitív 
hatása DA D2 antagonista előkezeléssel kivédhető. 
 
8., Az NT pozitív megerősítő hatása, a memória kialakulása és retenciója nem 
magyarázhatók a motoros aktivitásra kifejtett hatással, mivel Open field tesztben 
az NT nem befolyásolta az állatok motoros aktivitását. NTS1 és DA D2 
antagonista előkezelés, vagy az önmagában adott antagonista kezelések nem 
befolyásolták szignifikánsan az állatok open field aktivitását. 
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1. INTRODUCTION 
 
Neurotensin (NT) acts as a neurotransmitter and/or neuromodulator in the central 
nervous system. It has been shown that there is a relationship between malfunction of the 
NT system and several neurologic and psychiatric diseases, i.e: schizophrenia, 
Parkinson’s disease, mood disorders and drug addiction. NT has been proven to have 
positive reinforcing effects in the ventral tegmental area (VTA) and it can modify the 
place learning process in the nucleus accumbens (NAC).  
The central nucleus of amygdala (CeA), part of the limbic system, plays an important 
role in learning, memory and reinforcement. It was published that the CeA is relatively 
rich in NT immunoreactivity, it contains neurotensin-1 receptors (NTS1) in high density, 
however, behavioural effects of NT were not examined in this brain structure yet. We 
studied the possible effects of NT microinjected into the CeA in reinforcing mechanisms, 
learning and memory processes. 
Therefore the topic of this thesis is the examination of neuropeptide NT induced 
behavioural effects in the CeA in rats. The effects of this neuropeptide on reinforcement 
was investigated in conditioned place preference test. Anxiety was studied in elevated 
plus maze test. Morris water maze test was used to examine the possible effect of NT on 
spatial learning and memory consolidation and retention were investigated in passive 
avoidance paradigm. The possible effect of NT on spontaneous motor activity was 
investigated in open field test. Furthermore, receptorial mechanisms and 
neurotensinergic-dopaminergic interaction were examined in order to understand the 
complex behavioural effects of NT.  
 
2. OBJECTIVES 
 
a. The mesolimbic dopamine (DA) system originates from the VTA and one of its 
abundant terminal fields is localized in the CeA. It has been shown that NT 
injected into the VTA has positive reinforcing effects. The CeA is rich in NT 
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terminals and NTS1s. Therefore, our first goal is to examine whether NT in the 
CeA has  positive reinforcing effects in conditioned place preference test. 
b. In case of positive reinforcing effects, in the place preference test animals spend 
more time in a certain part of the apparatus than in the others. This could also be 
due to an anxiogenic effect of the neurochemical substance received, when the 
animals decrease their movement activity and they are motionless in a freezing 
positure. Therefore, we examine whether NT microinjections into CeA have any 
effects on anxiety in the elevated plus-maze test. 
c. It is known that the amygdala plays an important role in learning process 
including place learning. Moreover it was proven that in some brain structures the 
blockade of the neurotensinergic system resulted in place-learning difficulties. 
Therefore, we study the effects of NT and NTS1 antagonist in Morris water 
maze test. 
d. Amygdala is thought to be a key structure in formation of fear-conditioned 
learning. Memory enhancing effects of NT in passive avoidace paradigm were 
shown in some brain structures. Therefore, we investigate the possible effects of 
NT and NTS1 antagonist in passive avoidance test. 
e. Numerous studies have suggested that there is anatomical and functional 
relationship between the neurotensinergic and dopaminergic systems. It is known 
that the mesocortical-mesolimbic DA system, which innervates the amygdala, 
plays a crucial role in reinforcement and learning. We suppose that NT exerts its 
reinforcing, learning and memory enhancing effects via modificating the  activity 
of the DA system. Therefore, we examine NT-DA interaction in condtitioned 
place preference test, in Morris water maze test and in passive avoidance test 
by applying DA D2 antagonist preteatment before NT microinjection. 
f. If the NT microinjected into the CeA influences the general motor activity this 
effect can modify learning releated effects of NT examined in different 
behavioural paradigms. Therefore, we investigate the possible motor activity 
modulating effects of NT, NTS1 antagonist and DA D2 antagonist in open field 
test.  
 
 4
3. MATERIALS AND METHODS 
 
3.1. Subjects 
Four hundred and forty adult male Wistar rats weighing 280–320 g at the beginning 
of the experiments were housed individually and cared for in accordance with 
institutional (Pécs University, Medical School) and international standards (European 
Community Council Directive - 1986. November 24. 86-609-EEC). Rats were kept in a 
temperature- and light-controlled room (22 ± 2 °C; 12:12 h light–dark cycle with lights 
on at 6:00 a.m.). Standard laboratory food pellets (CRLT/N standard rodent food pellet, 
Charles River Kft, Budapest, Hungary) and tap water were available ad libitum. All 
behavioural tests were done during the rats’ daylight period between 08:00 and 18:00 h. 
3.2. Surgery 
Rats were anesthetized i.p. by ketamine supplemented with diazepam (Calypsol and 
Seduxen, Richter Gedeon, Hungary, ketamine: 80 mg/kg body weight, diazepam: 
20 mg/kg body weight). Animals were stereotaxically implanted bilaterally with 22 gauge 
stainless steel guide cannulae, directed toward and 1 mm above the dorsal border of the 
CeA (coordinates relative to bregma: AP: −2.3 mm, ML: ±4.1 mm, DV: −6.5 mm) 
according to the rats’ stereotaxic atlas [46]. Cannulae were fixed to the skull with two 
stainless steel screws and dental acrylic. When not being used for injection, the guide 
cannulae were occluded with 27 gauge stainless steel obturators. Animals were allowed a 
minimum of 6 days postoperative recovery before experiments commenced while they 
were handled daily. 
3.3. Materials 
 NT obtained from Sigma (Sigma–Aldrich Co., N 3010) was bilaterally 
microinjected in two different doses: 100 ng (54.6 pmol) or 250 ng (136.6 pmol) in 
0.4 μl, respectively. NT was dissolved in 0.15 M sterile saline solution containing 0.01 M 
Na-acetate and 0.01 M phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4). Control animals 
 5
received this solution bilaterally as vehicle (Veh1) in equal volume to that used for NT 
injections. NTS1 antagonist SR 48692 [gifted by Sanofi-Synthelabo Co., 35 ng (60 
pmol)/0.4 μl] was diluted in 0.15 M saline solution containing 2% dimethylsulfoxide and 
0.01 M PBS, and its vehicle solution (Veh2) was used for control injections in the 
experiment with NTS1 antagonist. In this experiment the following groups were used: the 
antagonist treated group (ANT) received SR 48692 and then 15 min later vehicle of NT 
(ANT + Veh1). The NT injected group pretreated with antagonist (ANT + NT) received 
SR 48692 15 min before being injected with 100 ng NT. The NT treated group (NT) 
received vehicle of antagonist and then 100 ng NT (Veh2 + NT). The control group 
(Control) received two vehicle injections (Veh2 + Veh1). The antagonist or Veh2 were 
applied 15 min prior to NT or Veh1 injections, respectively. DA D2 receptor antagonist 
Sulpiride: [Sigma_Aldrich Co.:S7771[S] 5 µg (14.6 nmol)] was dissolved in 0.1 M HCl 
diluted with distilled water and it was set to 7.4 pH with NaOH and phosphate buffer. 
This diluting solution (Veh3) was injected to the adequate control groups. Solutions were 
kept in +4 °C before application. In this report all the doses mentioned are meant to be 
the dose per side values. Drugs or vehicles were bilaterally microinjected through a 30 
gauge stainless steel injection tube extending 1 mm below the tips of the implanted guide 
cannulae. The injection cannula was attached via polyethylene tubing (PE-10) to a 10 μl 
Hamilton microsyringe (Hamilton Co., Bonaduz, Switzerland). All injections were 
delivered by a syringe pump in volume of 0.4 μl (Cole Parmer, IITC, Life Sci. 
Instruments, California) over a 60 s interval. After injection cannulae were left in place 
for an additional 60 s to allow diffusion into the surrounding tissue. During the injections 
rats were gently hold in hands. 
3.4. Behavioural experiments 
 
3.4.1. Conditioned place preference (CPP) test  
The CPP paradigm has been used to measure hedonic properties of drug abuse as well 
as natural reinforcers [43]. Our corral apparatus consisted of a circular open field, with a 
diameter of 85 cm and 40 cm high wall.  Black lines divided the floor into four quadrants 
of equal size. External visual cues in the surroundings helped the animals’ spatial 
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orientation inside the apparatus. The room was dimly lit by a 40W bulb. The place 
preference procedure consisted of one habituation (day 1), two conditioning (day 2-3) 
and one test (day 4) trials, each lasted for 900 s (15 min). The apparatus was cleaned and 
dried after each session. All trainings and testing were conducted in an isolated 
experimental room. In habituation trial (day 1) animals were placed into the apparatus 
and had free access to all parts of the apparatus for 900 s. The time that animals had spent 
in each of the four quadrants was measured. During conditioning trials (day 2-3) animals 
received the drug injections and subsequently rats were restricted to the treatment 
quadrant for 15 min by means of a plexiglass barrier. Treatment quadrant (TQ) was 
determined to be one of the four quadrants in which the animal had spent neither the 
longest nor the shortest time during habituation. On the fourth day (test trial) animals had 
free access to all parts of the apparatus. The time that rats had spent in each of the four 
quadrants was measured again. Behaviour of animals was recorded by a video camera. 
Data were stored and motion analysis was made by means of EthoVision Basic software 
(Noldus Information Technology b.v., Wageningen, The Netherlands). The number of 
entries into the four quadrants was also recorded during habituation and test trials, as a 
measure of gross locomotor activity. In order to gauge acute effects of NT on 
spontaneous behaviour, frequency of rearing and grooming were also analyzed.  
3.4.2. Elevated plus maze (EPM)  test  
 
Anxiety was evaluated in an elevated plus maze (EPM) test [17]. The apparatus was 
constructed of grey coloured wooden planks. The equipment consisted of two opposite 
open arms (50x12cm) and two opposite enclosed arms (50x12x40cm) with an open roof. 
The maze was elevated to a height of 100 cm above the floor. After drug administrations 
the animals were placed into the center of the maze (central platform), facing one of the 
enclosed arms. The trials lasted for 5 min while the number of entries into and time spent 
on the open and enclosed arms and the end of the open arms (end-arms) were measured. 
Each rat was tested only once. Data were stored and motion analysis was made by means 
of EthoVision Basic software. 
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3.4.3. Morris water  maze  (MWM) test  
 
Tests [29] were made in a circular pool with a diameter of 1.5 meter. The pool was 
filled with water (temperature: 23 ± 1 °C) and a square (10cmx10cm) plexiglass platform 
was placed in. The surface of the water was kept 2 cm above the platform and the water 
was coloured to make the water opaque. The pool was surrounded with external cues. 
These cues were kept in constant positions throughout the whole experiment. Behaviour 
of animals was recorded by a video camera and registered by a computer program 
(EthoVision; Noldus Information Technology, The Netherlands). The latency time to find 
the safe platform located in one of the quadrants of the maze was measured. One day 
before starting the training, rats were habituated to the pool by allowing them to perform 
swimming for 90 s without platform. During conditioning for spatial learning, rats were 
placed into the water maze for two trials per day for two days (trial 1 and trial 2 were 
performed on the first day before the NT administration, trial 3 and trial 4 were made on 
the second day after the injection) at randomly assigned, but predetermined locations. 
The task required rats to swim to the hidden platform guided by external spatial cues. 
After finding the platform, rats were allowed to stay there for 10 s. Rats failing to find the 
platform in 180 s were placed on the platform and allowed to rest for 10 s. 
 
3.4.4. Passive avoidance (PAV)  test  
 
A step-through avoidance paradigm was used in a two compartment passive 
avoidance apparatus. The experimental apparatus consisted of a large 
(60 cm × 60 cm × 60 cm), well illuminated (Tungsraflex, 100 W) compartment and a 
small box (15 cm × 15 cm × 15 cm), painted black and having metal-grid floor for the 
delivery of electric shocks. Rats were habituated on the 1st day of the experiment when 
they were placed into the large compartment and were allowed a maximum time of 180 s 
to enter the dark compartment. On the following day animals were conditioned. Subjects 
were placed again into the illuminated compartment and latency to enter the shock box 
through a guillotine trap door was measured. After rats had entered the dark box, they 
were given electric foot shock three times, each for 1 s with weak (0.4 mA) electric 
current. Subsequently rats were removed from the apparatus and were microinjected 
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bilaterally. Animals were injected in their home cage. The same rats were tested 24 h 
(test 1) and 1 week after (test 2) conditioning and the latency of entering the shock box 
was recorded. When the animal had not entered the shock box till the end of the trial the 
maximum value was given (180 s). Data were recorded and evaluated by means of the 
Noldus Ethovison System (Noldus Information Technology, The Netherlands). 
 
3.4.5. Open field (OPF) test  
 
Animals were placed into 60x60x60 cm painted grey box after bilateral 
microinjections. The ground of the cage was divided into 16 identical squares. Behaviour 
of each rat was recorded for 5 minutes by means of CCD camera. During observation 
period the number of crossings and the distance moved were investigated. Data were 
stored and analysed by Noldus Ethovision System. 
  
3.5. Data processing 
 
3.5.1. Histology 
At the end of the experiments, rats received an overdose of Calypsol and Seduxen 
mixed in the ratio of 4:1 and were transcardially perfused with isotonic saline followed 
by 10% formalin solution. After 1 week of postfixation brains were frozen cut into 40 μm 
serial sections and stained with Cresyl-violet. Injection sites were reconstructed 
according to the stereotaxic atlas of the rat brain [46]. Only data from rats with correctly 
placed cannulae were analyzed. 
3.5.1. Statistics 
 
Data are presented as mean ± standard error of the mean (S.E.M.). One-way and two-
way ANOVAs followed by Tukey post hoc analysis were employed (ANOVA GraphPad 
InStat for Windows 3.0). Statistical significance was established at p ≤ 0.05. 
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4. RESULTS 
 
4.1. Conditioned place preference test 
 
It has been proven in the CPP test that NT microinjected into the CeA has positive 
reinforcing effects. Rats that received 100 ng NT or 250 ng NT spent significantly more 
time in the TQ during the test session. The positive reinforcing effect of NT might be 
mediated via NTS1, since this effect could be blocked by NTS1 antagonist pretreatment. 
The rewarding effect of NT may be due to the modulation of DA system, since it could 
be blocked by DA D2 antagonist preteatment. 
 
4.2. Elevated plus maze test 
 
The possible anxiogenic or anxiolytic effects of NT was investigated in EPM test. 
The test was carried out after bilateral 100 ng NT or 250 ng NT or vehicle injections. 
There were no differences among groups, as far as the measured parameters concerned, 
i.e. the time spent in the open arms or in the end arms or in the numbers of entries into the 
open arms. Therefore, our results suggest that neither 100 ng NT nor the 250 ng NT had 
effects on anxiety in the CeA. 
 
4.3. Morris water maze test 
 
MWM test was used to examine the possible modulatory effects of NT on spatial 
learning. Statistical evaluation of this experiment indicated that the intraamygdaloid 
microinjection of NT resulted in considerable alteration of learning in MWM. The 
multiple comparison after the NT treatment (trials 3 and 4) yielded that the 100 ng NT 
and 250 ng NT treated animals needed significantly less time to find the safe platform 
than the controls. The multiple comparison also indicated that 100 ng NT treated rats 
needed significantly less time to find the platform than the vehicle or ANT or 
ANT + 100 ng NT treated rats. Effect of 100 ng NT was eliminated by bilateral 
intraamygdaloid pretreatment of ANT. Our results are the first to demonstrate that NT 
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facilitates spatial learning when microinjected into the CeA. The effect of NT is specific 
because it can be blocked by prior application of NTS1 antagonist. Moreover spatial 
learning enhancing effects of NT could be blocked by prior treatment of DA D2 
antagonist. 
 
4.4. Passive avoidance test 
 
Improvement in passive avoidance learning by NT in the CeA was evident when the 
PAV test was carried out. Application of 100 ng NT significantly increased the latency 
time (the latency to enter the dark shock compartment) 24 hours and 1 week after 
conditioning. Effect was NTS1 specific because prior treatment with the NTS1 
antagonist, equimolar to NT treatment blocked the effects of NT. DA system may play a 
role in NT induced passive avoidance learning because DA D2 antagonist could block 
this action. On the other hand, rats received 250 ng NT, showed only a tendency for 
learning. 
 
4.5. Open field test 
 
OPF test was used to measure the spontaneous motor activity after bilateral 
microinjections. The following groups were tested: 100 ng NT-, 250 ng NT-, ANT-, ANT 
+ NT-, DA D2 antagonist-,  DA D2 antagonist + NT and vehicle treated animals. In each 
group behavioural results after treatments were compared to data obtained one day before 
microinjection. The distance moved and the number of crossings were evaluated. There 
were no significant difference in the measured parameters. 
 
5. DISCUSSION 
 
5.1. Conditioned place preference test 
 
Our findings indicate that NT microinjected into the CeA has positive reinforcing 
effects which are comparable to those results obtained after NT microinjections into other 
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brain (limbic) structures. Namely, it has been shown that NT microinjected into the VTA 
or ventral mesencephalic region has positive reinforcing properties in CPP paradigm 
[13,36]. It was also proven with direct intracerebral self-injection studies that NT is a 
positive reinforcer in the VTA [12].  
  The CeA, part of the limbic system, plays an important role in  memory [28] and 
reinforcement [22,25] and it was shown that it is relatively rich in NT immunoreactive 
elements and NTS1s [6,9,31,45]. One may suppose that direct application of NT can 
influence the firing of CeA neurons. Indeed an in vitro study indicated that 60% of the 
CeA neurons showed excitatory responses while 9% of the cells examined  showed 
inhibitory ones to application of NT [26].  In our experiments excitatory and/or inhibitory 
single neuronal responses were recorded after electrophoretic or micropressure 
application of NT in the CeA in anesthetized rats. Based on these results it is obvious that 
NT as a neuromodulator may directly modify the activity of CeA neuronal network. 
It is known that NT has the highest affinity to NTS1 [24,45]. In our experiments we used 
SR 48692 because this is a selective non-peptide NTS1 antagonist and it can have effects 
on the NT induced behaviour [40].  Our findings showed that NTS1 plays important roles 
in the positive reinforcing effects, because pretreatment with NTS1 antagonist could 
block this action. The NTS1 antagonist SR 48692 was applied 15 min prior to the NT 
microinjection so this chemically stable antagonist could have enough time to bind to the 
NTS1s.  
Some neuropeptides like substance P and NT are thought to have positive reinforcing 
effects through the modulation of the mesolimbic DA system [21]. A relationship seems 
to exist between the neurotensinergic and dopaminergic systems. Biochemical and 
electrophysiological studies have shown that NT changes the activity of DA neurons in 
the substantia nigra (SN) or VTA and facilitates endogenous  DA release from rat slices 
of the striatum, NAC and prefrontal cortex  [16,27,35].  Several electrophysiological 
studies indicate that NT increases the firing frequencies of DA neurons in vivo and in 
vitro. It has been shown that NT stimulates DA neuronal firing rate respectively in the SN 
the VTA and frontal cortex pyramidal neurons [19,34,38]. Furthermore it has been 
suggested that NT may be colocalized with DA in the same vesicle [4,5]. We suppose 
that NT microinjected into the CeA has a positive reinforcing effect through the 
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modulation of the mesolimbic DA system. In our experiment DA D2 receptor antagonist 
pretreatment could block the effect of NT induced positive reinforcement 
 
 
5.2. Elevated plus maze test 
 
EPM test was made for two reasons: AMY, as part of the limbic system, plays a 
crucial role in fear related behaviour, anxiety and in their reinforcing mechanisms. Since 
the AMY is relatively rich in NTS1s we would have liked to investigate whether the NT 
injected into the CeA may play a role in anxiety. On the other hand, one may suppose 
that animals spent more time in TQ because of the possible anxiogenic effect of the 
microinjected drug. Our results proved that NT microinjected into the CeA in EPM had 
neither anxiogenic nor anxiolytic effects. Our findings contradict to the possibility that 
animals were less active after NT treatments because there were no statistical differences 
among the groups in the gross locomotor activity, nor in the numbers of entries into the 
TQ. Consequently it can be stated that in the CPP paradigm the longer time animals spent 
in the TQ was not due to any anxiogenic effects of NT. 
 
5.3. Morris water maze test 
 
The MWM test is a widely used appropriate method to investigate spatial learning. 
The size of our pool corresponded to that used by others [29]. During experiments rats 
were placed into the water maze for two trials per day for two days. According to the 
literature the number of trials used in MWM test and the number of daily trials show high 
variability [1,7,23,30]. As observed in our previous experiments, rats learn quickly [42]. 
Therefore, it is adequate to study the possible learning/memory enhancing effect of a 
substance in a schedule with a relatively limited number of trials. The many days- many 
trials paradigm is a more appropriate method to study memory impairment [30]. Under 
the condition of our experiments a weak learning effect or a learning tendency could be 
evoked in controls and the possible spatial learning enhancing effect of NT could be 
examined. It was indicated that the memory consolidation takes place after the experience 
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[18]. Furthermore, the other benefit of the post-trial injection is the improbability that 
anxiety, pain or other non specific performance variables are involved in the effect of a 
given neurochemical substance. Therefore, the subsequent post-experience injection of 
NT is the most accurate method to study the possible memory enhancing effect. 
According to our best knowledge no data are available about the possible effect of NT on 
spatial learning in the AMY. In our experiment escape latency was significantly reduced 
by 100 ng NT or 250 ng NT, therefore spatial learning enhancing effect was observed. 
Numerous studies indicate that NT plays a role in reinforcement and learning 
[13,36,37,41]. As far as we know, our results are the first suggesting that intraamygdaloid 
NT enhances spatial learning processes and memory. Neither the average speed of 
swimming during the trials, nor the distance swum during the habituation trial differed 
significantly among animals as it was calculated by means of Noldus EthoVision 
program. Consequently our results can not be explained by any alteration in motor 
activity of rats. In our present experiments we used SR 48692 because this is a selective 
non-peptide NTS1 antagonist and it can block NT induced actions [14,32,33]. It was 
proven that high dose of SR 48692 in itself can influence learning and memory because 
its microinjection into the nucleus accumbens impaired spatial learning [41]. As our 
results indicated NTS1 antagonist microinjected into the CeA -in itself- did not have any 
significant effect in the dose used in our experiment. Our findings showed that NTS1 
plays an important role in the spatial learning enhancing effects of NT, because 
pretreatment with NTS1 antagonist could block this action. In conclusion our results are 
the first to demonstrate that NT facilitates spatial learning when microinjected into the 
CeA. The effect of NT is specific because it can be blocked by prior application of NTS1 
antagonist. The spatial learning enhancing effect of NT may be due to the modulation of 
DA system, since it could be blocked by DA D2 antagonist pretreatment. The exact 
mechanisms through which NT can exert its spatial learning facilitating effects, however, 
needs further investigations. 
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5.4. Passive avoidance test 
 
In our experiment NT showed learning improvement in PAV test when it was 
microinjected into the CeA. Under natural circumstances rats like dark and closed places. 
Animals were punished after they had entered the shock box with painful electrical 
shocks during the conditionig trial. It has been proven earlier that NT plays a role in pain-
transmission [8]. This may indicate that NT increases the latency time in PAV by 
modulating the pain-transmission instead of affecting the memory consolidation and 
retention. To avoid this possibility NT was microinjected after the application of electeric 
shock. 
Our data indicated that the application of 100 ng NT significantly increased the latency 
time but in those rats who received 250 ng NT only a learning tendency was observed. It 
was proven before that NT may show a bell-shaped dose-effect curve [39].  This 
phenomenon could be due to the rapid internalization- and intracellular degradation of 
NTS1 [15,44]. Furthermore, it was published that NTS1 desensitisation and down-
regulation are rapid [2,10]. 
Our findings showed that NTS1 plays an important role in the passive avoidance learning 
enhancing effects of NT, because pretreatment with NTS1 antagonist could block this 
action. Furthermore we suppose that NT has a positive reinforcing effect through the 
modulation of the mesolimbic DA system because DA D2 receptor antagonist 
pretreatment could block this learning enhancing effect. 
 
5.5. Open field test 
 
Open field test is an appropriate method to investigate general motor activity. 
Possible effect of NT on motor activity may have many aspects. On one hand, we have 
shown that in CPP that NT microinjected rats spend more time in the TQ.  One may 
suppose that this effect could be due to hypoactivity. On the other hand, the alteration in 
motor activity may modify latency time measured in PAV paradigm and MWM test. 
Contradictory data can be found, however, about the effects of NT on motor activity. 
While NT microinjections into the VTA increased the spontaneous motor activity [20], 
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NT could block the amphetamine induced hyperactivity in the NAC and NT in itself 
reduced the open field activity  [3,11]. In our experiments 100 ng or 250 ng NT 
microinjected into the CeA did not influence spontaneous locomotor activity or other 
characteristic behavioural phenomena such as rearing, grooming or freezing.  
 
 
6. Summary 
 
1., Application of 100 ng NT or 250 ng NT into the CeA has positive reinforcing 
effects. Our findings show that NTS1 plays an important role in positive 
reinforcement, because preteatment with NTS1 antagonist could block this action. 
 
2., Positive reinforcing effect of NT could be blocked by DA D2 antagonist 
pretreatment. 
 
3., Our results showed that NT microinjected into the CeA in EPM had neither 
anxiogenic, nor anxiolytic effects. Consequently, it can be stated that in the CPP 
paradigm the more time that animals spent in the TQ was not due to any 
anxiogenic effects of NT. 
 
4., NT was shown to facilitate the spatial learning in MWM test. This action is 
NTS1 specific.  
 
5., DA D2 antagonist pretreatment could block the spatial learning enhancing 
effect. 
 
6., Our results showed that NT microinjected into CeA plays a role in passive 
avoidance learning. This effect could be blocked by NTS1 antagonist 
pretreatment. 
 
 16
7., It was shown that memory enhancing effect of NT could be eliminated by prior 
treatment of DA D2 antagonist. 
 
8., We demonstrated that NT has no effect on spontaneous motor activity. 
Therefore, the positive reinforcing effect-, the learning- and memory enhancing 
effects of the NT can not be due to changes in general motor activity. NTS1 
antagonist or  DA D2 antagonist in itself did not influence the open field activity.  
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